
12. Regolazione dell'espressione genica nei procarioti 
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• Punti di controllo dell'espressione genica 

• Trascritto polici stronico 

• Concetto di operone 

• Promotore e operatore 

• Concetto di repressore e attivatore 

• Regolazione negativa e positiva 

• Operone Lattosio 

• Operone Galattosio 

• Operone Arabinosio 

• cAMP e proteina CAP 

• Operone Triptofano 

• Attenuazione 

• Regolazione proteina p32 

• Operoni nbosomali 

• Controlli post-trascrizionali 

• Risposta stringente 

• RNA antisenso 




Procarioti, trascrizione e traduzione avvengono simultaneamente 
Controllo principale a livello della trascrizione 

Eucarioti, trascrizione nucleo, maturazione, trasporto, traduzione in 
citoplasma; ulteriori livelli di controllo 




RNA messaggero 

Unità trascrizionale unica, stesso messaggero porta più geni(RNA 
policistronico) 




Cistrone: gene inteso come unità funzionale. Unico "gene", che contiene 
più cistroni, ognuno codificante una diversa proteina. 

Cistrone codifica la sequenza di amminoacidi per un polipeptide. 

Permette in procarioti singola regolazione per produzione di diverse 
proteine "correlate" 
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A monte di ogni gene c'e' sito di legame per ribosoma 



Foto mostra DNA (linea), RNA (lineette ortogonali) e proteine (sopratutto 
alle estremità' RNA più' lunghi) 



111/ Operone, promotore, opera tore (5) 

Vengono chiamati OPERONI dei geni in successione controllati da un unico 
promotore. 



L OPERONE da origine ad un singolo RNA messaggero che viene detto 
POLICISTRONICO, perchè codifica più di una proteina (CISTRONE è l'unità 
genetica più piccola che codifica un solo peptide). 

I geni di un operone spesso codificano gli enzimi diversi di una sola via 
metabolica. Essi vengono così controllati in modo coordinato. 




Operone:Unità trascrizionale, regolata da sequenze specifiche, 
presenti sul DNA 

Promotore: sito di legame per RNA polimerasi 

Operatore: sito di legame per fattori di controllo 

Tutto insieme promotore + operatore + sequenze codificanti 
proteine, prende il nome di Operone 




Operone:Unità trascrizionale, regolata da sequenze specifiche, 
presenti sul DNA 

Promotore: sito di legame per RNA polimerasi 

Operatore: sito di legame per fattori di controllo 

Tutto insieme promotore + operatore + sequenze codificanti 
proteine, prende il nome di Operane 




Promotore batterico caratterizzato da due sequenze conservate, a 
-35 e a -10 

Variazioni in queste regioni aumentano o diminuiscono 
efficienza del promotore 

Sito di legame per la RNA polimerasi 



Promotori 



TI A3 
M VII 



TC TCAACO T A Ai a i T T r ACAGCGGCG* «CGTCAT T TGATATGATGC « 
GAT CAAAAAAAT AC TTQ TGC AAAAAA* • T TGGGATCCG TATA* T 
ATGCAT f T MCCGCTTGTCtTCC T GA • «GCCGAC I CC C TATAATGCG 
C C TG AAA T TC ACGGTTQAC T C T GAA A • • G AGG A AAGC G TAA T AT A C « 
C TGCAAT T TT T C T ATTGCGGC C TGCG« «GAGÀ AC TCCCTATAATGCC 
TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG«»AATAACTCCt UlAAl • 
GCAAAAATAAATGC TTGAC TC TGT AG* • CGGGAAGGCGTATTATGC • 
T AACACCG TGCG TGTTGAC1AT TTTA»CCTC TGGCGGTGATAATGG • 
TATC TCTGGCGG TGT TGACAT AAA1 A«CC AC TGGCGGTGATACTGA* 
G TGAAAC A AAACG<j T T GAC AAC A T GA • AG T AAAC ACGGTACGATG T • 
TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT«CTAACCTATAi..ATACTTA« 
ACGAAAAACAGG T A T TGACAACATGAAGT AACA TGCAGTAAGAfAC * 
GATACAAATCTCCr.TTGTAi TTTGTT..TCGCGCTTG(.TATAAr ,. 




ibi Consensus soquonces of «?'° promoter» 
35 reg»oo 10 regioo 
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Promotori di diversi geni 

Sequenza consenso: basi conservate a -35 e a -10 
Più' ci si avvicina a sequenza consenso, più' e' forte il promotore 
+1 indica il primo nucleotide nella molecola di RNA trascritta 
-10 e -35 rispetto al sito di inizio della trascrizione dell' RNA 




Promotori di diversi geni 

Sequenza consenso: basi conservate a -35 e a -10 
Più' ci si avvicina a sequenza consenso, più' e' forte il promotore 
+1 indica il primo nucleotide nella molecola di RNA trascritta 
-10 e -35 rispetto al sito di inizio della trascrizione dell' RNA 




-35: punto di contatto per RNA polimerasi 
-10: punto di contatto per RNA polimerasi 

+1: primo nucleotide dell'RNA messagero (notare che non esiste 
il punto "0", ma si passa da -1 a +1) 




Sul promotore si lega RNA polimerasi 

Sull'operatore si lega proteina di regolazione, che può essere 
repressore oppure attivatore 




Fattore sigma riconosce promotore e attiva trascrizione 



I fattori sigma riconoscono i promotori dalle loro sequenze consenso 



Gene 


Fattore 


Sequenza -35 


Separazione 
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16-18 bp 
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rpoH 
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CCCTTGAA 


13-15 bp 


CCCGATNT 
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TTGCA 
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CTAAA 


15 bp 


GCCGATAA 


sigH 


H 


AGGANPuPu 


11-12 bp 


GCTGAATCA 




Fattori sigma associati a RNA polimerasi batteri influenzano il 
tipo di promotore da attivare 

Diversi fattori sigma per diverse classi di geni 





erazione Sigma-DNA 




1 Proteina 

1 # > / 

1 Arg \ Gin _~ 

Posizione -13-12 -11-10-9-8-7 





Fattori sigma associati a RNA polimerasi batteri influenzano il 
tipo di promotore da attivare 

Diversi fattori sigma per diverse classi di geni 



Condizioni normali: 

a 70 (A) si lega alla RNA polimerasi 



Heat Shock: 

a 32 (H) viene liberata, e compete con 
A per il legame all'RNA polimerasi. 
Attivazione promotori Heat Shock 
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Fattori sigma associati a RNA polimerasi batteri influenzano il 
tipo di promotore da attivare 

Diversi fattori sigma per diverse classi di geni 




Tipi di regolazione: 



Negativa => inibitore reprime trascrizione 
Positiva => attivatore facilita la trascrizione 



Gli EFFETTORI possono essere 

INDUTTORI o COREPRESSORI 



- gli INDUTTORI (I) si combinano con il repressore e ne 
diminuiscono l'affinità di legame con il DNA. 



i COREPRESSORI (CR) hanno il ruolo opposto, in tal caso il 
repressore funziona solo in presenza del suo effettore 
corepressore. 

R(attivo) + I -> R-I(inattivo) NO TRASCRIZIONE 
R(inattivo) + CR --> R-CR (attivo) NO TRASCRIZIONE 
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Tipi di regolazione: 



Negativa => inibitore reprime trascrizione 
Positiva => attivatore facilita la trascrizione 




Operane lattosio (Jacob e Monod) negli anni 60 

Disaccaride, scissione in glucosio e galattosio da parte enzima 
beta-galattosidasi 

Operane produce altri 2 enzimi correlati, permeasi e isomerasi 
Unita' funzionale che agisce insieme in metabolismo lattosio 




Lac operon: 

Repressore regola negativamente. Se legato, impedisce 
trascrizione 

Presenza di substrato (allolatosio) inattiva il repressore, si stacca, 
l'operone può' essere trascritto 




RNA unico (policistronico) per sintesi dei 3 enzimi: galattosidasi, 
permeasi e transacetilasi 



Jakob e Monod. Premio nobel per scoperta meccanismo 
regolazione. 

Batiment a loro dedicato, sul campus dell' Institut Pasteur a 
Parigi 



I II repressore del lattosio 
I non può legare l'operatore mutato 




Mutazione 
nell'operatore 




iacl 



L'OPERONE LATTOSIO 
È ESPRESSO IN MODO 
COSTITUTIVO 
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Batiment a loro dedicato, sul campus dell' Institut Pasteur a 
Parigi 




Repressore forma ansa nel DNA, bloccandolo. Struttura dimerica 




Repressore forma ansa nel DNA, bloccandolo. Struttura dimerica 
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Repressore forma ansa nel DNA, bloccandolo. Struttura dimerica 
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In presenza di glucosio e di lattosio, batteri utilizzano 
preferenzialmente glucosio (già' pronto da usare) 

Se c'è glucosio, lac operon inattivo anche in presenza di lattosio 

Se manca glucosio, allora aumenta il livello di cAMP, si attiva la 
proteina regolatrice CAP, che e' un regolatore positivo 

CAP si lega al lac operon e promuove la trascrizione 

CAP= Catbolite Activated Protein 




AMP cliclico. Un fosfato, legato in posizione 5 e in posizione 3 




Il complesso cAMP-CAP favorisce il legame dell'RNA 
polimerasi, promuovendo la trascrizione 



CAP ed RNA polimera si 



CAP^cAMP 
dimer 



Activator site 



Figure 7.1 7 Hypothesis for CAP-cAMP activation of iac 
transcription. The CAP-cAMP dimer (purple) binds to its activator site 
on the DNA, and the a-CTD (red) interacts wrth a specific site on the 
CAP protein (brown dot). This streogthens tmaing between potymerase 
and promoter. (Source: Busby, S. and R.K Ebright, 1 Promoter strutture, 
promoter recognition, and transcription activatxxi in prokaryotee." Cetf 79:742. 1994. 
Copyright 1994 Celi Press. Cambridge, MA Reprinted by permsson.) 





Riassunto generale 



gsi mR*A 




UDP-gluco** 



• UDP-g»Uctoi« 




gaUcto w I P « ^ ^ galactoM 



glucosi- t-P 

U0P-g1ucos« 



Repressore gaIR non fa parte dell'Operone Gal 
Presenza di Galattosio attiva l'operone 
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• = operatore 
•P = promotore 

•GalE (epimerasi) , galT (uridil transf erasi) , galK (galattokinasi) 



•GalR=> repressore, non fa parte dell'operane, sintetizzato da 
gene distante 



erone Arabinosio 




Geni araC (repressore) e ara B f A e D trascritti in direzioni opposte 
Ciascun gruppo ha il suo Operatore e il suo Promotore 
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MIO 



Operane arabinosio 

Operone contiene geni B, A e D 

Gene C codifica proteina regolatrice che regola la trascrizione 
dell'operane ara 

Trascritti in direzione opposta 

OcPc operatore e promotore per proteina C 

Obad e Pbad operatore e promotore per proteine B, A e D 



erone Arabinosio 




Regolazione sia positiva 
che negativa 



Ara C repressore in assen, 
di Arabinosio 




Ara C attivatore in presenza 
di Arabinosio 



Inibizione da catabolita 
(glucosio e cAMP) 
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In assenza di arabinosio, AraC e' repressore 

In presenza arabinosio, AraC si lega ad arabinosio e diventa un 
attivatore 

Stessa proteina repressore se - ara, attivatore se + ara 




Ovviamente anche per questo operone, necessaria attivazione da 
parte di CAP/cAMP 




Ovviamente anche per questo operone, necessaria attivazione da 
parte di CAP/cAMP 




Operane codifica geni per la biosintesi del triptofano 



ero ne 




O. Zèpelo 
Biologa Molecolare 



Regolazione contraria rispetto a lac operon 

In lac, presenza di substrato (lattosio) attiva operane 

Neil' operane Trp, presenza di prodotto finale (triptofano) 
inibisce l'attività 7 dell'operane 

Lac operon: repressore attivo, si inattiva in presenza di lattosio 
Trp operon: repressore inattivo, si attiva in presenza di triptofano 




Triptofano attiva repressore, si lega, non si ha sintesi dei 5 enzimi 




In assenza di triptofano, repressore e' inattivo 

In presenza di triptofano, repressore attivo blocca la trascrizione 




Operatore triptofano regolato anche da fenomeno attenuazione 

Triptofano aa raro, la cellula batterica lo sintetizza solo se 
strettamente necessario. 

5 diversi enzimi per biosintesi 0> forte dispendio di risorse 
Ulteriore livello di controllo, molto fine 

Trascrizione e traduzione avvengono simultaneamente 

Esistono regioni che possono formare forcine nell'attenuatore. 
1-2 e 3-4, oppure 2-3. 

Forcina 3-4 provoca distacco rho indipendente dell' RN A e fine 
della trascrizione 
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Operatore triptofano regolato anche da fenomeno attenuazione 

Triptofano aa raro, la cellula batterica lo sintetizza solo se 
strettamente necessario. 

5 diversi enzimi per biosintesi 0> forte dispendio di risorse 
Ulteriore livello di controllo, molto fine 

Trascrizione e traduzione avvengono simultaneamente 



Esistono regioni che possono formare forcine nell'attenuatore. 
1-2 e 3-4, oppure 2-3. 

Forcina 3-4 provoca distacco rho indipendente dell' RN A e fine 
della trascrizione 




Operatore triptofano regolato anche da fenomeno attenuazione 

Triptofano aa raro, la cellula batterica lo sintetizza solo se 
strettamente necessario. 

5 diversi enzimi per biosintesi 0> forte dispendio di risorse 
Ulteriore livello di controllo, molto fine 



Trascrizione e traduzione avvengono simultaneamente 



Esistono regioni che possono formare forcine nell'attenuatore. 
1-2 e 3-4, oppure 2-3. 

Forcina 3-4 provoca distacco rho indipendente dell' RN A e fine 
della trascrizione 




Operatore triptofano regolato anche da fenomeno attenuazione 

Triptofano aa raro, la cellula batterica lo sintetizza solo se 
strettamente necessario. 

5 diversi enzimi per biosintesi 0> forte dispendio di risorse 
Ulteriore livello di controllo, molto fine 

Trascrizione e traduzione avvengono simultaneamente 

Esistono regioni che possono formare forcine nell'attenuatore. 
1-2 e 3-4, oppure 2-3. 

Forcina 3-4 provoca distacco rho indipendente dell' RN A e fine 
della trascrizione 



erone Triptofano: attenuazione 
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Se il ribosoma passa sulla regione 2 (c'è triptofano, sintesi 
peptide leader) si forma terminazione 3-4, la polimerasi si stacca 

Se non c'è triptofano, ribosoma si ferma sulla regione 2, si forma 
forcina 2-3, non-terminazione, e la polimerasi continua la sintesi 
di RNA 



erone Triptofano: attenuazione 
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Se il ribosoma passa sulla regione 2 (c'è triptofano, sintesi 
peptide leader) si forma terminazione 3-4, la polimerasi si stacca 

Se non c'è triptofano, ribosoma si ferma sulla regione 2, si forma 
forcina 2-3, non-terminazione, e la polimerasi continua la sintesi 
di RNA 




Se il ribosoma passa sulla regione 2 (c'è triptofano, sintesi 
peptide leader) si forma terminazione 3-4, la polimerasi si stacca 

Se non c'è triptofano, ribosoma si ferma sulla regione 2, si forma 
forcina 2-3, non-terminazione, e la polimerasi continua la sintesi 
di RNA 



Triptofano presente 
Ribosoma continua traduzione 
Regioni 3-4 appaiate 

=> Terminazione (Rho indipendente) 



O Z.prto 





Presenza di due codoni per il triptofano nella proteina leader 
Controllo molto stretto 



rr p: regione di controllo 

La regione di controllo dell'operone trp codifica per un peptide leader 



Proteina Antramlato smtetasi 
Ge-ie trpE trpD 



Catana 6 Catena A 

Indolo-glicerolo del della 

smietasi tnptofano smtetasi 

trpC trpB trpA t f 



Regione 
di controllo 



Promotore Operatore Leader Attenuatore 
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Terminatore 

I? 



Forana ncca di G-C 
Sirvgclo filamento ricco di U 



Operatore triptofano regolato anche da fenomeno attenuazione 

Triptofano aa raro, la cellula batterica lo sintetizza solo se 
strettamente necessario. 

5 diversi enzimi per biosintesi 0> forte dispendio di risorse 
Ulteriore livello di controllo, molto fine 

Trascrizione e traduzione avvengono simultaneamente 

Esistono regioni che possono formare forcine nell'attenuatore. 
1-2 e 3-4, oppure 2-3. 

Forcina 3-4 provoca distacco rho indipendente dell' RN A e fine 
della trascrizione 




A-l Negativa. Repressore attivo, impedisce trascrizione. 

Ligando lo inattiva 

A-2 Negativa. Repressone inattivo, trascrizione 

possibile. Ligando lo attiva, blocco trascrizione 

B-l Positiva. Attivatore attivo, facilita la trascrizione. 

Ligando inattiva attivatore, blocco trascrizione 

C-l Positiva. Attivatore inattivo. Aggiunta ligando 

attiva attivatore, inizio trascrizione 




A-l Negativa. Repressore attivo, impedisce trascrizione. 

Ligando lo inattiva 

A-2 Negativa. Repressone inattivo, trascrizione 

possibile. Ligando lo attiva, blocco trascrizione 

B-l Positiva. Attivatore attivo, facilita la trascrizione. 

Ligando inattiva attivatore, blocco trascrizione 

C-l Positiva. Attivatore inattivo. Aggiunta ligando 

attiva attivatore, inizio trascrizione 



riduttori e compressori 



Gli EFFETTORI possono essere 

INDUTTORI o COREPRESSORI 

■ gli INDUTTORI si combinano con il repressore e ne 
diminuiscono l'affinità di legame con il DNA. 

- i COREPRESSORI hanno il ruolo opposto, in tal caso il 

repressore funziona solo in presenza del suo effettore 
compressore. 



R(attivo) + I --> R-I(inattivo) NO TRASCRIZIONE 
R(inattlvo) + CR --> R-CR (attivo) NO TRASCRIZIONE 



fi = repressore 

l = induttore 

£R = corepressore 
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In assenza di ssDNA si lega al 
SI lega al ssDNA e continua ad essere sintetizzata 8uo mRNA impedendone la 




La proteina p32 si lega al DNA a singolo filamento (ssDNA) e 
continua ad essere sintetizzata finche 7 esiste ssDNA al quale 
legarsi 



In assenza di ssDNA la p32 si lega ad una regione ricca di AT nei 
pressi del codon di inizio del suo mRNA impedendo ai ribosomi 
di iniziare la traduzione 



p32 controlla la propria traduzione 






p32 sì lega 
di preferenza 
al DNA a singolo 
filamento e continua 
ad essere Sintetizzata 
in presenza dei suoi 
siti d» legame 



In assenza di DNA a singolo 
filamento, p32 si lega ad una 
regione ricca di A-T intorno 
al codone di inizio defl mRNA 
e impedisce ai nbosomi 
di iniziare 



La proteina p32 si lega al DNA a singolo filamento (ssDNA) e 
continua ad essere sintetizzata finche 7 esiste ssDNA al quale 
legarsi 

In assenza di ssDNA la p32 si lega ad una regione ricca di AT nei 
pressi del codon di inizio del suo mRNA impedendo ai ribosomi 
di iniziare la traduzione 



RelA produce pppGpp 



RelA 
(p)ppGpp sintetasi 
(=fattore stringente) 

GTP + ATP Via principale pppGpp 




Vane 
proteine 
ribosomah 



GDP + ATP Via secondaria ppGpp 

SpoT' 



GDP 
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In assenza di amminoacidi, i ribosomi possono legarsi a tRNA 
non caricati. 

Un fattore ribosomiale chiamato RelA sintetizza pppGpp che 
viene poi trasformato in ppGpp. 

ppGpp lega RNA polimerasi, attivando la risposta stringente 
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Il ppGpp si lega alla subunità catalitica della RNA polimerasi 
alterando il riconoscimento di particolari promotori detti 
promotori stringenti (negativa blocca, positiva attiva) 

Promotori a stringenza negativa includono quelli degli rRNA e 
dei tRNA (inutile sintetizzare rRNA e tRNA, se non si ha sintesi 
proteica per assenza di aa) 

Promotori a stringenza positiva includono gli operoni codificanti 
enzimi per la sintesi di alcuni amminoacidi 




In assenza di amminoacidi, i ribosomi possono legarsi a tRNA 
non caricati. 

Un fattore ribosomiale chiamato RelA sintetizza pppGpp che 
viene poi trasformato in ppGpp. 

ppGpp lega RNA polimerasi, attivando la risposta stringente 



ntisenso: modali 
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RNA antisenso: 
controllo a livello della: 
Trascrizione 



traduzione 




Esempio: micF e ompC in Coli 

L'aumento dell' osmolarità attiva il gene EnvZ, che attiva a sua volta un 
altro gene, OmpR, che a sua volta induce la trascrizione dei geni micF e 
ompC. 

L'mRNA di micF è parzialmente complementare alla regione 5' di un gene 
differente, ompE 

Quindi la presenza di RNA di tipo micF blocca la trascrizione del gene 
ompF, attraverso la formazione di una doppia elica di RNA 

quindi se aumenta osmolarità, aumenta OmpC e micF e diminuisce ompF, 
e viceversa 

trascrizione e attivazione di ompC/ micF reprime ompF 



